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Utilisation de complexes glycoproteines extraits de bacteries gram (-) pour ia fabrication d'un 
medicament facilitant la cicatrisation de la peau et procede de pr'paration. 

La presente invention a pour objet Tutilisation de complexes glyco-proteiques extraits de bacteries gram 
(-) pour la fabrication d*un medicament facilitant la cicatrisation de la peau ainsi que le procede de 
preparation de ces complexes. 

Dans la demande frangalse n^ 2574429. la demanderesse a decrit des acylglycannes extraits de corps 
5 microbiens lyses de Klebsiella pneumoniae, le procede de preparation et I'application a litre de medica- 
ment anti-allergique et immunomodulaieur de cette nouvelle fraction. 

Dans la demande frangaise n° 2378855 la demanderesse a decrit de nouvelles glycoproteines extraites 
de corps microbiens lyses d'Hafnia, !e procede de preparation et {'application a titre de medicament, et 
notamment de medicament anti-inflammatoire el immunostimulant de cette nouvelle fraction. 
70 Dans la demande frangaise n^ 2315945. la demanderesse a decrii de nouvelles glycoproteines isolees 
de corps microbiens lyses d'Enterobacter cloacae, le procede de preparation el rapplication a titre de 
medicament et notamment de medicament anti-inflammatoire de cette nouvelle fraction. 

Enfin. dans la demande frangaise n^ 2405298, la demanderesse a decrit de nouvelles glycoproteines 
isolees de corps microbiens lyses d'Escherichia coli. le procede de preparation et I'aDpiication a titre de 
75 medicaments et notamment de medicament anti-infiammatoire et immunostimulanl dt- cette nouvelie 
fraction. 

En poursuivant ses etudes sur les produits precites. la demanderesse vient de trouver de fagon tout a 
fait Inattendue que des fractions provenant d'un procede de preparation plus rapide presentaient de Ires 
remarquables proprietes dans le domaine de la cicatrisation cutanee. 
20 L'invention a ains: pour objet i'utilisation- de complexes glycoproteiques extraits de bacteries gram (-), 
pour la fabrication d'un medicament facilitant ia cicatrisation de la peau. 

Parmi les complexes glyco-proteiques extraits de bacteries gram (-), on retlent notamment les 
complexes glycoproteiques extraits des bacteries gram (-) choisies dans le groupe forme par Klebsiella 
pneumoniae. Hafnia, Enterobacter cloacae, Escherichia Coli. Klebsiella Ozoenae. Pseudomonas aeruginosa 
25 et Proteus. 

Selon i'invention. les complexes glyco-proteiques possedent de remarquables proprietes cicairisantes 
dans le traitement des brulures, en chirurgie plastique et en alopecie. 

L'invention a ainsi pour objet rutilisation des complexes glycoproteiques tels que definis ci-dessus pour 
la fabrication d'un medicament facilitant la cicatrisation cutanee dans le traitement des brulures de toutes 
30 origines, dans le traitement des ulceres de la peau, en chirurgie et en alopecie. 

Parmi les complexes glycoproteiques extraits de Klebsiella pneumoniae on retienl de preference les 
complexes glyco-proteiques extraits de la souche de Klebsiella pneumoniae deposee a I'lnstitut Pasteur a 
Paris sous le n^ 1-163. 

Parmi les complexes glycoproteiques extraits d'Hafnia, on retient de preference les complexes 
35 glycoproteiques extraits de la souche d'Hafnia deposee a rinstitut Pasteur a Paris sous le n*' 1.868. 

Parmi les complexes glycoproteiques extraits d'Enterobacter cloacae, on retienl de preference les 
complexes glycoproteiques extraits de la souche d'Enterobacter cloacae deposee a I'lnstitut Pasteur a Paris 
sous le n° 1.869. 

Parmi les complexes glycoproteiques extraits d'Escherichia coli. on retienl de preference les complexes 
40 glycoproteiques extraits de la souche d'Escherichia Coli deposee a rinstitut Pasteur a Paris sous le n° 
1.870. 

Parmi les complexes glycoproteiques extraits de Klebsiella Ozoenae. on retient de preference les 
complexes glyco proteiques extraits de la souche de Klebsiella Ozoenae capsulee type 4 deposee a 
I'lnstitut Pasteur a Paris sous le n*^ 1.871. 
4S Parmi les complexes glycoproteiques extraits de Pseudomonas aeruginosa, on retient de preference les 
complexes glyco-proteiques extraits des souches de Pseudomonas aeruginosa deposees a r ATCC sous le 
n° 21630. et a I'lnstitut Pasteur a Paris respectivement. sous les 1.872. 1.873. 1.874. 

Enfin parmi les complexes glycoproteiques extraits de Proteus, on retient de preference les complexes 
glycoproteiques extraits de la souche de Proteus deposee a I'lnstitut Pasteur a Paris sous le n° 1.875. ' 
50 En etudiant I'activite des complexes glycoproteiques de la presente demande. on a constate que ceux- 
ci presentaient une remarquable activite inductrice "like" de I'EGF (Epidermal Growth Factor) facteur de 
croissance epidermique sans presenter la toxicite de ce dernier. De ce fait les complexes glycoproteiques 
peuvent etre utilises pour faciliter la cicatrisation de la peau et de I'epiderme. 

En raison de leurs remarquables proprietes cicatrisantes illustrees plus loin dans la partie experimenta- 
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ie. les complexes glycoproteiques selon rinvention, peuvent §tre utilises dans le traitement des brOiures de 
toutes origlnes, dans le traitement des grands brOles, des erythemes solaires. des plates superficielles, des 
gerQures, des crevasses, des engelures. des piqures d'insectes, en chirurgie ou en chirurgle plastique. pour 
faciliter la cicatrisation, dans ie vieillissement cutanee, enfin en alopecie. 
5 La dose usuelle, variable selon Ie produit utilise, le sujet tralte et I'affection en cause, peut §tre. par 
exemple de 50 ug a 5 mg par jour en applications locales chez Thomme. . 

A titre de medicaments, les complexes glyco-proteiques de la presente demande peuvent etre 
administres en applications locales. 

Les compositions pharmaceutiques correspondantes peuvent §tre. par exemple, solides ou liquides et 
10 se presenter sous les formes pharmaceutiques couramment utiiisees en medecine humaine. comme par 
exemple, les cremes. les gels, les pommades. les lotions. les laits ou huiles pour la peau, les gouttes. les 
collyres, les aerosols, les ' shampooings ou sous, forme de liposomes ; elles sont preparees selon les 
methodes usuelles. Le ou les prlncipes actifs peuvent y §tre incorpores a des excipients habituellement 
employes dans ces compositions pharmaceutiques, tels que le talc, la gomme arabique. le lactose, 
75 I'amidon, le stearate de magnesium, le beurre de cacao, les vehicules aqueux ou non, les corps gras 
d'origine animale ou vegetale, les derives paraffiniques, les glycols, les divers agents mouillants, disper- 
sants ou emulsifiants, les conservalBurs. 

Le complexe glycoproteique selon rinvention peut etre prepare par un precede qui consiste a Cuilrver 
sur un milieu solide ou liquide. une souche de bacteries gram (-). a recolter apres complet developpement 
20 les corps microbiens, a proceder a une lyse de ces derniers, a recueillir le lysai. a traiter ce dernier au 
moyen d'un ou de plusieurs soivants organiques et a recueillir le produit brut resultant, precede caracterise 
en ce que Ton met ce dernier en solution aqueuse, centrifuge, recueille le surnageant et lyophilise. 

Dans le precede ci-dessus decrit, la lyse des corps microbiens est avantageusement une lyse 
enzymatique, le traitement du lysat au moyen d'un ou de plusieurs soivants organiques est avantageuse- 
25 ment realise en effectuant successivement un traitement au moyen de Tacetone et du methanol. Selon une 
variante du procede le surnageant provenant de Textraction au moyen d'un ou de plusieurs soivants 
organiques peut egalement etre precipite au moyen de I'ethanol puis etre centrifuge avant d'etre remis en 
solution aqueuse puis §tre lyophilise. 

Le procede de preparation de Textrait brut de Klebsiella pneumoniae a ete decrit dans la demande de 
30 brevet frangais n° 2574429. 

Le procede de preparation de Textrait brut d*Hafnia a quant a lui ete decrit dans la demande de brevet 
frangais n° 2378855. 

Les precedes de preparation des extraits bruts d'Enterobacter cloacoae et d'Escheria coli ont quant a 
eux ete decrits dans les demandes de brevets frangais n° 2315945 et 2405298. 
35 En operant de la meme maniere que dans les brevets precites. on peut preparer des extraits bruts de 
Klebsiella Ozoenae, de Pseudomonas aeruginosa ou de Proteus. 

II va etre donne maintenant a titre non limitatif des exemples de mise en oeuvre de rinvention. 



40 EXEMPLE 1 : complexe glycoproteique extrait de Klesbsiella pneumoniae 

L'extrait acetone/methanol lyophilise obtenu au stade C de I'exemple 1 de la demande de brevet 
frangais n** 2574429 est remis en solution dans I'eau distillee a la concentration de 20 g/litre et place sous 
agitation pendant 16 h a 4*C. La solution est centrifugee a 14 000 g pendant 30 minutes a 15* C. Le 
45 surnageant est lyophilise pour obtenir le complexe glycoproteique de Klebsiella pneumoniae. 

On obtient 20 g/l de fermenteur de complexe glycoproteique extrait de Klebsiella pneumoniae (souche 
1.163 deposee a rinstitut Pasteur de Paris). 

50 EXEMPLE 2 : complexe glycoproteique extrait de Klesbsiella pneumoniae 

L'extrait acetone/methanol lyophilise obtenu au stade C de Texemple 1 de la demande de brevet 
frangais n^ 2574429 est remis en solution dans I'eau distillee a la concentration de 20 g/litre et place sous 
agitation pendant 16 h a 4* C. La solution est ensuite centrifugee a 14 000 g pendant 30 minutes a 15* C. 
55 Le surnageant est precipite par 3 volumes d'ethanol absolu et centrifuge ^ 14 000 g pendant 30 minutes a 
4-C. 

Le culot est alors remis en solution dans de Teau distillee et lyophilise. On obtient 10 g/l de fermenteur 
de complexe glyco-proteique extrait de Klebsiella pneumoniae (souche 1.163 deposee a PInstitut Pasteur de 
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Paris). 



EXEMPLE 3 : complexe glycoproteique extrait d'Hafnia (souche Institut Pasteur 1.868) 

L'extrait acetone/methanol lyophilise obtenu au stade C de Texemple 1 de la demande de brevet 
fran^ais n° 2378855 est remis en solution dans Teau distillee a la concentration de 20 g'Htre et place sous 
agitation pendant 16 h a 4* C. La solution centhfugee a 14000 g pendant 30 minutes a 15* C. 

Le surnageant est lyophilise pour obtenir le complexe glycoproteique extrait d'Hafnia. 



EXEMPLE 4 : complexe glycoproteique extrait d'Enterobacter cloacae (souche Institut Pasteur n^ 
i.869) 

En operant comme indique a Texemple 3 ci-dessus, mais au depart de Textrait sec obtenu au stade C 
de I'exemple 1 de la demande de brevet frangais n° 2315945, on a obtenu apres lyophilisation le complexe 
glycoproteique extrait d'Enterobacter cloacae. 



EXEMPLE 5 : complexe glycoproteique extrait d'Escherlchia coli (souche Institut Pasteur n° 1.870) 

En operant comme indique a I'exemple 3. ci-dessus, mais au depart du produit obtenu au stade C de 
I'exemple 1 de la demande de brevet frangais n** 2405298. on a obtenu apres lyophilisation le complexe 
glycoproteique extrait d'Escherichia coli. 



EXEMPLE 6 : pommade cicatrisante 

On a prepare une pommade cicatrisante repondant a la formule 



complexe glycoproteique extrait de Klebsiella pneumoniae (exemple 1 ) 0,5 g 
excipient q.s.p. 100 g 



EXEMPLE 7 : pommade cicatrisante 

On a prepare une pommade cicatrisante repondant a la formule 



complexe glycoproteique extrait d'Hafnia (exemple 3) 
excipient q.s.p. 



2g 
100 g 



ETUDE DE L'ACTIVITE CICATRISANTE 



Culture 



Des fibroblastes de derme humain sont multiplies en culture monocouche dans du Milieu de Eagle avec 
sels de Earle (EMEM, Laboratoires Boeringher) contenant 10 % de serum de veau foetal (Laboratoires 
Flow). Les experiences sont effectuees avec des cultures variant de 7 5 10 passages. 

Des gels tridimentlonnels de 30 ml sont realises, en melangeant 13.8 ml de EMEM (1.76 fois 
concentre). 2,7 ml de serum de veau foetal ou de EMEM (selon les experiences). 9 ml de collagene acido- 
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soluble extrait a partir de tendons de queues de rats (3 mg/ml dans de Taclde acetique 1/1000). 1,5 ml de 
NaOH 0,1 N et 3 ml de suspension de fibroblastes dans du EMEM (4 x 10^ cellules/ml). Ce melange est 
place a 37' C dans des boTtes de Petri de bacteriologie de 100 mm de diametre pour permettre la 
polymerisation du collagene et la formation d'un gel dans lequel les fibroblastes sont repartis en trois 
5 dimensions. 

Des biopsies circulaires de 1 mm de diametre sont prelevees dans des fragments de peau saine 
provenant de chirurgie reparatrice (plasties niammaires de femmes agees de 20 a 45 ans). Selon les 
experiences ces biopsies sont implantees au centre des dermes equivalents des la formation du gel, ou 
collees par une goutte de collagene sur des dermes dont la contraction est stabilisee (au 5eme jour). Dans 
10 le dernier cas, le collage de I'implant est realise soit sur dermes vivants, soit sur dermes dont les 
fibroblastes sont tues par choc osmotique avant I'epidermisation. 

Traltement par le complexe giycoproteique 

Le complexe giycoproteique etudie est dissout au moment du traitement dans du serum de veau foetal, 
de fagon qu'il soit a une concentration fmaie dans la culture de 0.0005 °/oo. 0.005 °/oo. 0,05 °/oo, 0.5 °/oo et 
50/00. 

Le complexe giycoproteique est ajoute a partir du Seme jour, une fois que les fibroblastes ont remanie 
20 la matrice de collagene. et done que le traitement par le complexe giycoproteique n'a plus d'effet sur cette 
fonction. 

La duree totale du traitement est de 13 jours. Le milieu est renouvele, avec ou sans complexe 
giycoproteique deux fois par semaine, en prenant garde a ce que les cultures soient toujours en immersion. 
Dans toutes les experiences les differents echantilloris sont en 3 exemplaires. 

25 

Evaluation quantitative de Tepidermisation 

A la fin de chaque experience, les peaux equivalentes sont transferees dans des boltes de Petri de 60 
30 mm de diametre, incubees 1 heure a 37 'C dans 3 ml de milieu de culture contenant 2 /xCi/ml de 
thymidine tritiee (6"^ H Thymidine. 25 Ci/mM, CEA). Puis les specimens sont incubes 30 min. a 37* C dans 
du sulfate de Bleu du Nil (Sigma) a la concentration finale de 1/10000, et rinces 15 min. a la temperature 
du laboratoire dans du NaCI 9 ^ho, ce qui permet de bien visualiser I'epiderme qui s'est developpe a la 
surface du derme equivalent a partir de Pimplant initial, 
35 La surface epidermisee est alors mesuree par planimetrie a I'aide d'un analyseur d'images (Nachet NS 
1000)7 

L'etude est effectuee comparativement avec des cultures en absence et en presence d'EGF (20 
mg/ml). 

Les resultats figurant dans le tableau I cl-apres sont la moyenne de 3 determinations. Ces resultats 
40 montrent que les complexes glycoproterques tels que definis ci-dessus sont de puissants facteurs de 
croissance, souvent plus efficaces que TEGF dans la stimulation de la croissance epidermique. 
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TABLEAU I 





Surface en mmo 


5 


Produit 
etudie 


Controle 
sans EGF 


Controle 
EGF 


Complexe glyco-proleique 








20 mg/ml 


0,5 
ug/ml 


5 ug/ml 


50 ug/ml 


10 


Ex. 2 
Ex. 3 


36,34 


379,77 


31.53 


142,00 


413.00 
102.36 


IS 


Ex. 1 
Ex. 3 


16.20 


192,23 


40,15 


73.80 


133.63 
74.80 
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Revehdications 

I) Utilisation de complexes glycoproteiques extraits de bacteries gram (-), pour la fabrication d*un 
medicament facilitant ia cicatrisation de la peau. 

25 2) Utilisation de complexes glycoproteiques selon la revendication 1, caracterisee en ce que les 
complexes glycoproteiques sont extraits de bacteries gram (-) choisies dans le groupe forme par Klebsiella 
pneumoniae, Hafnia, Enterobacler cloacae, Escherichia Coli, Klebsiella Ozoenae, Pseudomonas aeruginosa 
et Proteus. 

3) Utilisation des complexes glycoproteiques selon la revendication 1 ou 2, pour la fabrication d'un 
30 medicament facilitant la cicatrisation cutanee dans le traitement des brulures de toutes origines. dans le 

traitement des ulceres de ia peau, en chirurgie et en alopecie. 

4) Utilisation de complexes glycoproteiques selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracteri- 
see en ce que les complexes glycoproteiques sont extraits de la souche de Klebsiella pneumoniae deposee 
a rinstitut Pasteur a Paris sous le n° 1-163. 

35 5) Utilisation de complexes glycoproteiques selon Tune quelconque des revendications 1 a 3. caracteri- 
see en ce que les complexes glycoproteiques sont extraits de la souche d'Hafnia deposee a rinstitut 
Pasteur a Paris sous le n° 1.868. 

6) Utilisation des complexes glycoproteiques selon Tune quelconque des revendications 1 a 3. 
caracterisee en ce que les complexes glycoproteiques sont extraits de la souche d'Enterobacter cloacae 

40 deposee a rinstitut Pasteur a Paris sous le n° 1.869. 

7) Utilisation des complexes glycoproteiques selon Tune quelconque des revendications 1 a 3. 
caracterisee en ce que les complexes glycoproteiques sont extraits de la souche d'Escherichia Coli 
deposee a I'Institut Pasteur a Paris sous le n^ 1.870. 

8) Utilisation des complexes glycoproteiques selon I'une quelconque des revendications i a 3. 
45 caracterisee en ce que les complexes glycoproteiques sont extraits de la souche de Klebsiella Ozoenae 

capsulee type 4 deposee a rinstitut Pasteur a Paris sous le n^ 1.871. 

9) Utilisation des complexes glycoproteiques selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterisee en ce que les complexes glycoproteiques sont extraits des souches de Pseudomonas 
aeruginosa deposees a rATCC sous le n° 21630 et a rinstitut Pasteur a Paris sous les n^ 1.872. 1.873, 1.874. 

50 10) Utilisation des complexes glycoproteiques selon I'une quelconque des revendications 1 a 3. 
caracterisee en ce que les complexes glycoproteiques sont extraits de la souche de Proteus deposee a 
rinstitut Pasteur a Paris sous le n** 1.875. 

II) Procede de preparation des complexes glycoproteiques tels que definis a la revendication 1 a 2. 
qui consiste a cultiver sur un milieu sollde ou liquide. une souche de bacteries gram (-). h recolter apres 

55 complet developpement les corps microbiens, a proceder a une lyse de ces derniers, a recueillir le lysat. h 
traiter ce dernier au moyen d'un ou de plusieurs solvants organiques et a recueillir le produit brut resultant, 
procede caracterise en ce que I'on met ce dernier en solution aqueuse. centrifuge, recueille le surnageant 
et tyophllise. 
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12) Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que le surnageant provenant de Textraction au 
moyen d'un ou de plusieurs solvants organiques est precipite au moyen de Tethanol puis est centrifuge 
avant d'etre remis en solution aqueuse et d'etre lyophiiise. 
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